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摘　要: 目的　探讨一种新的人参稀有皂苷 202O 2(Β2D 2吡喃葡萄糖) 220 (S ) 2原人参二醇皂苷 ( IH 2901) 对人肝癌
BEL 27402 细胞的增殖抑制效果和诱导凋亡作用。方法　以 0、6125、1215、25、50、75、100 Λmo löL 的 IH 2901 作用于
体外培养的 BEL 27402 细胞, 通过M T T 法检测 IH 2901 对细胞生长的抑制作用, 相差显微镜观察细胞形态变化,
AO öEB 的荧光核染色观察凋亡细胞形态, 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡。结果　M T T 实验显示 IH 2901 抑
制 BEL 27402 细胞的生长, 呈时间及浓度依赖的方式; 显微镜下观察到典型的凋亡形态变化和生化特征: 细胞固
缩, 核染色质凝聚, 出现凋亡小体; AO öEB 的荧光核染色后, 观察到典型的凋亡细胞; 流式细胞仪可以检测到凋亡
峰, 且细胞被阻滞在 G0öG1期。结论　 IH 2901 能通过诱导细胞凋亡的方式有效地抑制人肝癌 BEL 27402 细胞的生
长, 稀有人参皂苷 IH 2901 可能成为一种潜在的抗肝癌药物。
关键词: 202O 2(Β2D 2吡喃葡萄) 220 (S ) 2原人参二醇皂苷 ( IH 2901) ; 人肝癌BEL 27402 细胞; 增殖; 细胞凋亡
中图分类号: R 286191　　　文献标识码: A 　　　文章编号: 0253- 2670 (2007) 10- 1511- 04
Apoptosis induced by a novel in testina l m etabol ite of g in seng sapon in
in human hepa tocellular carc inoma BEL -7402 cells
M IN G Yan2lin1, 2, ZH EN G Zh i2zhong2, CH EN L iang2hua2, TON G Q ing2xuan2
(11Key L abo rato ry fo r T umo r Cell and M o lecu lar B io logy Engineering, M in istry of Education, Schoo l of L ife Sciences,
X iam en U niversity, X iam en 361005, Ch ina; 2. N atu ral P roducts R esearch Center, X iam en O verseas
Ch inese Subtrop ical P lan t In troduction Garden, X iam en 361002, Ch ina)
Abstract: Objective　To invest iga te the effects of 202O 2(Β2D 2glucopyrano syl) 220 (S ) 2p ro topanaxadio l
( IH 2901) on the hum an hepatocellu lar carcinm a BEL 27402 cells in term s of inh ib it ion of p ro lifera t ion and
induct ion of apop to sis. M ethods　BEL 27402 Cells in cu ltu ra l m edium in v itro w ere given 0, 6. 25, 12. 5,
25, 50, 75, and 100 Λmo löL IH 2901. T he inh ib ito ry ra te of cells w as m easu red by M T T assay, mo rpho lo2
gy of cell apop to sis w as ob served by AO öEB fluo rescen t sta in ing, cell apop to t ic ra te and cell phase w ere
detected by flow Cytom etry (FCM ). Results　T he resu lts ind ica ted that IH 2901 cou ld inh ib it the p ro lifera2
t ion of BEL 27402 cells sign if ican t ly. T he supp ression w as bo th in a t im e2 and do se2dependen t m anner.
M o rpho logica l exam inat ion of IH 29012t rea ted samp les show ed cells w ith ch rom atin conden sat ion, cell
sh rinkage, and all typ ica l characterist ics of apop to t ic cells. M arked mo rpho logica l changes of cell apop to sis
w as ob served very clearly by AO öEB fluo rescen t sta in ing. T he increase in the apop to t ic sub2G1 fract ion in
a concen tra t ion2dependen t m anner and cell cycle arrest a t the G0öG1phase w ere detected by FCM. Conclu-
s ion　T he resu lts demon stra te that IH 2901 dram at ica lly supp resses BEL 27402 cell grow th by inducing p ro2
gram ed cell death. T hese resu lts m ay p rovide a p ivo ta l m echan ism fo r the u se of IH 2901 in the p reven t ion
and trea tm en t of hum an hepatocellu lar carcinom a BEL 27402 cells, the an t ip ro lifera t ion, and the
apop to sis　　　　　　　　　　　　　　
Key words: 202O 2( Β2D 2glucopyrano syl ) 220 (S ) 2p ro topanaxadio l ( IH 2901 ) ; hum an hepatocellu lar
BEL 27402; p ro lifera t ion; cell apop to sis
　　肝癌是世界上最恶性的肿瘤之一, 全世界每年 新增患者不少于 100 万, 每年因肝癌死亡的人数估
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计有 50 万[1 ]。由于肝癌转移、肝硬化和肝软组织的
其他病变, 外科切除手术和局部治疗的效果十分有
限, 在已经接受过早期肝癌治疗的肝硬化患者中, 治











202O 2(Β2D 2吡喃葡萄糖) 220 (S ) 2原人参二醇皂苷
(即M 1 或化合物 K 或 IH 2901) [4, 5 ]。进一步研究表
明, IH 2901 无毒, 不仅具有抗突变、抗氧化和抗炎等
功效, 而且能够抑制肿瘤细胞摄取葡萄糖, 具有广泛
的抗肿瘤活性[6 ]。由于口服人参皂苷后, 在血液中同
样也可以检测到 IH 2901, 故推测 IH 2901 不仅是人
参提取物在人和鼠肠道内的肠道菌群代谢产物中的
一个主要成分, 而且人参皂苷的抗肿瘤活性很可能
就是通过 IH 2901 来实现的, IH 2901 将是一个很有
前途的抗肿瘤预防药物。所以, 近几年 IH 2901 成为
国内外许多制药公司关注的焦点之一。本研究通过
IH 2901 对人肝癌细胞 BEL 27402 细胞生长的抑制




111　材料与仪器: 人肝癌细胞系BEL 27402 购自中
国科学院上海细胞研究所, 稀有人参皂苷 IH 2901 由
厦门华侨亚热带植物引种园天然产物研究中心提供,
经 H PL C 检测质量分数大于 98%。细胞培养基 R P2
M I21640 (美国 P rom ega 公司)。M T T、吖啶橙ö溴乙
啶 (AO öEB )、二甲基亚砜 (DM SO )、碘化丙啶 (P I)
均购自 Sigm a 公司。流式细胞仪 (美国 Cou lter 公
司) , 酶联免疫检测仪 (美国 T hermo E lectron 公司) ,
荧光倒置显微镜 (德国L eica DM IRB )。
112　细胞培养: 人肝癌细胞BEL 27402 常规培养于
含 10% 热灭活的胎牛血清、100 U ömL 青霉素、100
U ömL 链霉素的 R PM I21640 培养液中, 37 ℃、5%
CO 2及饱和湿度条件下培养, 取对数生长期细胞进
行各项实验。
113　M T T 法测细胞存活率: 实验设 0 Λmo löL IH 2
901 为对照组, 以及浓度分别为 6125、1215、25、50、
75、100 Λmo löL IH 2901 为实验组。取对数生长期
BEL 27402 细胞, 0125% 胰酶消化, 用细胞培养液制
成 5×104ömL 单细胞悬液接种于 96 孔板, 每孔
100 ΛL , 培养 24 h 后, 吸去细胞培养液, 分别加入
100 ΛL 培养液 (对照组) 及含人参皂苷 IH 2901 的
培养液 (实验组) , 每组 4 个重复孔, 分别继续培养
12、24、48、72 h 后, 吸去培养液, 每孔加入 200 ΛL
M T T (015 m gömL ) , 再继续培养 4 h, 吸去上清液,
加 200 ΛL 抽提缓冲液 (90% DM SO , 10% 011
mo löL Glycine2N aOH , pH 10) , 振荡 10 m in, 使结
晶充分溶解, 在酶标仪上读取 570 nm 处吸光度 A
值, 计算细胞存活率。
细胞存活率= 实验组A 值ö对照组A 值×100%
114　细胞形态学观察: 实验设 0 Λmo löL IH 2901 为
对照组, 以及浓度为 50 Λmo löL 的 IH 2901 为实验
组。细胞接种在含载玻片的6 孔板上, 50 Λmo löL 的
IH 2901 处理 48 h 后, 收集对照组和实验组细胞,
PBS 小心清洗后, 室温下 3% 甲醛固定 10 m in,
PBS 小心清洗后, 倒置显微镜下观察对照组和实验
组细胞形态变化并拍照。
115　AO öEB 荧光染色: 实验设 0 Λmo löL IH 2901
为对照组, 以浓度 50 Λmo löL 的 IH 2901 为实验组。
细胞接种在含载玻片的6 孔板上, 50 Λmo löL 的 IH 2
901 处理 48 h 后, 取各组细胞用 PBS 洗涤并制成 1
×107ömL 的细胞悬液, 取 95 ΛL 细胞悬液加入 5




Λmo löL IH 2901 为对照组, 以及浓度分别为 25、50、
75 Λmo löL 的 IH 2901 为实验组, 药物作用 24 h 后,
分别收集对照组和实验组细胞各 1×106个, 加入
70% 冷乙醇 1 mL , 4 ℃ 固定过夜。染色前 800～
1 000 röm in 离心 5 m in, 除去固定液, PBS 洗 2～ 3
次, 加 500 ΛL PBS 重悬细胞, 加入 RN aseA 和 P I
(P I 终质量浓度 50 ΛgömL , RN aseA 终质量浓度 20
ΛgömL ) , 37 ℃ 避光水浴 30 m in, 流式细胞仪检测细
胞周期各阶段细胞的百分率和凋亡细胞百分率。
117　统计学处理: 数据结果以 x ±s 表示, 采用统计
学软件 SPSS1115 进行统计学分析。
2　结果
211　M T T 试验结果: IH 2901 对 BEL 27402 细胞生
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长的抑制作用见图1。IH 2901 能明显抑制BEL 27402
细胞的生长, 且随药物浓度增加和作用时间延长, 其
抑制作用也增强, 具明显的时间和剂量依赖性。
图 1　IH-901 对 BEL -7402 细胞生长的抑制作用
(x±s, n= 3)
F ig. 1　Inh ibitory effect of IH-901 on BEL -7402
cells growth (x±s, n= 3)
212　细胞形态学改变: 倒置显微镜下观察可见, 未
经药物处理的肿瘤细胞呈梭形或不规则形, 贴壁生





A rrow s indicate cells undergo ing apop to sis
图 2　IH-901 对 BEL -7402 细胞形态变化的影响
F ig. 2　Effect of IH-901 on morpholog ica l change
of BEL -7402 cells
213　AO öEB 染色结果: 细胞在 50 Λmo löL IH 2901





214　流式细胞仪检测结果: 0、25、50、75 Λmo löL
IH 2901 作用 24 h 后, 流式细胞仪检测细胞凋亡及
细胞周期分析, 结果见表1。随着作用药物浓度增加,
尤其当药物浓度增加到 50 Λmo löL 后, G0öG1期细
胞显著增多 (P < 0105) , S 和 G2öM 期细胞明显减
少 ( P < 0105) , 表明 IH 2901使肝癌BEL 27 4 0 2细
胞阻滞于 G0öG1期。凋亡细胞检测表明, 凋亡细胞随
着药物浓度的增加而增加, 凋亡率从 ( 0172 ±
1106) % 上升至 (30127±3134) % , 且 G1期细胞前
出现明显的凋亡峰, 见图4。
箭头所示为凋亡细胞
A rrow s indicate cells undergo ing apop to sis
图 3　IH-901 对 BEL -7402 细胞凋亡的影响
F ig. 3　Effect of IH-901 on apoptosis of BEL -7402 cells
表 1　IH-901 对 BEL -7402 细胞周期及凋亡率的影响
(x±s, n= 3)
Table 1　Effects of IH-901 on cell cycle and apoptotic
rate of BEL -7402 cells (x±s, n= 3)
组别
Cö





对照 0 0172±1106 42128±7137 21112±4119 36174±3170
IH 2901 25 14155±21543 55123±31393 17193±31893 27167±61193
50 23137±21223 # 73180±21263 # 9146±21163 # 18164±41173 #
75 30127±31343 # 78172±41333 # 8127±21153 # 14101±31733 #
　　与对照组比较: 3 P < 0105
　　与 25 Λmo löL IH 2901 组比较: # P < 0105
　　3 P < 0105 vs con tro l group
　　# P < 0105 vs 25 Λmo löL IH 2901 group
图 4　流式细胞仪分析细胞凋亡峰
F ig. 4　Sub-G1 Peaks detected by FCM
3　讨论
　　研究表明, 口服 IH 2901 (1 或 10 m gökg) 14 d
后, IH 2901 能通过抑制血管生成从而对移植的结肠
癌肿瘤生长有显著的抑制作用, 其中剂量为 10 m gö
kg 的 IH 2901 能够显著抑制肿瘤的肝转移, 结果显
示 IH 2901 在无毒或微毒浓度内有抗转移或抗癌作
用[7, 8 ]。L ee 等[9, 10 ]报道, IH 2901 体外能抑制人骨髓
白血病 (HL 260)、肺腺癌 (PC214)、胃腺癌 (M KN 2
45) 和肝细胞癌 (H epG2) 细胞系增殖, IH 2901 还
可通过使细胞色素C 从线粒体内释放, 在细胞质内
积累, 从而激活蛋白酶基因 caspase23, 诱导 HL 260
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M T T 实验检测 IH 2901 对人肝癌细胞株BEL 27402
增殖抑制作用时, 发现 IH 2901 能明显抑制 BEL 2
7402 细胞的生长, 且抑制作用具有明显的时间和剂
量依赖性, 当药物浓度达到 100 Λmo löL 时, 其抑制
率均为 100% ; 为进一步分析这种抑制作用是源于
细胞毒作用引起的细胞坏死还是诱导细胞凋亡, 本




赖性; 同时还检测到 G0öG1期细胞随 IH 2901 浓度的
增加显著增多, S 期细胞明显减少, 尤其当药物浓度
达到 50 Λmo löL 后, G0öG1期阻滞更加显著。因此,
本研究结果表明, IH 2901 能够抑制人肝癌细胞
BEL 27402 细胞的增殖并且诱导凋亡, 且 IH 2901 促
使细胞凋亡的作用具有明显的剂量依赖性及细胞周
期依赖性。
综上所述, IH 2901 可抑制人肝癌细胞株 BEL 2
7402 生长, 并具有量效关系; 亦能诱导 BEL 27402
细胞的凋亡。诱导细胞凋亡可能是其防癌抗癌作用
的主要机制之一, 但其诱导凋亡的机制值得深入研
究。稀有人参皂苷 IH 2901 可能成为一种潜在的抗
肝癌药物。
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摘　要: 目的　应用药动学与药效学结合模型, 研究板蓝根总生物碱中主要成分表告依春在酵母致热大鼠体内的
药动学和药效学之间的关系。方法　给大鼠 ig 板蓝根总生物碱, 不同时间取血并对体温进行观察, 采用高效液相
法测定血浆中表告依春的浓度, 用一房室模型计算药动学参数, 采用 3 种药动学与药效学拟合模型, 分别对药效学
参数进行拟合。结果　表告依春在正常大鼠和发热大鼠体内的主要药动学参数 t1ö2、Cm ax、AU C 分别为: (4194±
0184) h、(4101±0121) ΛgömL、(28137±2142) Λg·hömL 和 (5171±0191) h、(4115±0125) ΛgömL、(30135±
2158) Λg·hömL。药理效应与效应室浓度之间的关系用间接反应中的药效产生抑制模型拟合较好, 相应的药效学
参数分别为 K in为 (0170±0110) h - 1, K out为 (0154±0112) h - 1, R 0为 1133±0116, IC50为 (0194±0166) m göL。
结论　板蓝根总生物碱中表告依春在正常大鼠和发热大鼠体内的药动学行为无明显差异, 表告依春在发热大鼠体
内药动学与药效学间符合间接反应中的药效产生抑制模型。
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